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Abstract of DE3913814 

Appts. for electrical elution of electrically- 


charged substances (I) bound to a sepn. gel 
comprises at least one electrode chamber for 
each of a cathode and an anode, these 
chambers being joined (as the only electrical 
connection between them) by a receiving 
container for the gel and, attached to it, a 
collecting container which contains a sorbent 
to which eluted (I) bind. The sorbent is an ion- 
exchanger (particularly a DEAE material) or a 
reverse-phase material. The two containers 
are sepd. from each other and/or from the 
electrode chambers by a filter and/or frit. 
USE/ADVANTAGE - This appts. provides high 
recovery of (I) such as RNA, DNA, proteins 
and polypeptides. It is simple enough to be 
disposable (preventing cross-contamination 
and facilitating use with radioactive samples) 
and is suitable for large-scale operations. 
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® Verfahren zur elektrischen Elution von auf Trenngelen gebundenen, elektrisch geladenen Substanzen und eine 
Anordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens 

Zur elektrischen Elution von auf Trenngelen (22) gebunde- 
nen, elektrisch geladenen Substanzen dient eine Anord- 
nung, umfassend mindestens jeweits einen Elektrodenraum 
(4a, 4b) fur Kathode und Anode, wobei die Elektrodenraume 
(4a, 4b) uber mindestens ein Aufnahmebehahnis (6) fur das 
zu eluierende Trenngel (22) und uber mindestens ein sich 
daran anschlie&endes Sammelbeh§ltnis (8) als einzige elek- 
trisch leitende Verbindung miteinander verbunden sind und 
. wobei das Sammelbehaltnis (8) ein Sorbens (38) wie z. B. 
einen lonenaustauscher oder ein Reversed Phase-Material 
enthalt, an das die zu eluierende Substanz btndet Die Elution 
wird durchgefuhrt, indem man 

- das die Substanzen enthaltende Trenngel (22) in ein zwi- 
schen zwei Elektroden (2a, 2b) angebrachtes, einen Elektro- 

- Elutions- Puffer enthaltendes Aufnahmebehaltnis (6) bringt. 

(und 
- durch Anlegen eines elektrischen Feldes die Substanz von 
f dem Trenngel (22) heraus in den Elektro-Eluttons-Puffer und 
™ vondort . 

- in ein Sammelbehaltnis (8) wandern I a fit welches em Sor- 
bens (38) enthalt, 

- die Substanz an das Sorbens (38) bindet und anschliefiend 

- die vom Sorbens (38) gebundene Substanz mit einem Elu- 
ttonspuff er wieder eluiert. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur elektrischen 
Elution von auf Trenngelen gebundenen elektrisch gela- 
denen Substanzen sowie eine Anordnung zur Durchfuh- 
rung dieses Verf ahrens. 

Die Auftrennung von Substanzen, insbesondere von 
bioiogischen Substanzen auf Trenngelen stellt eine weit 
verbreitete Methode dar. urn unterschiedliche MolekOle 
zu trennen. Solche Trennverfahren werden sowohl zu 
analytischen als auch zu praparativen Zwecken durch- 
gefuhrt. Bei der praparativen Anwendung ist jedoch die 
RQckgewinnung der aufgetrennten und auf dem Trenn- 
gel gebundenen Substanz auBerst problematisch, da ins- 
besondere bei bioiogischen Substanzen die empfindli- 
chen MolekOle beschadigt werden, was zu einem Ver- 
lust der Bioaktivitat fuhrt Zur Ldsung dieses Problems 
wurden bereits eine Reihe von Verfahren zur ROckge- 
winnung von auf Trenngel, insbesondere von auf Elek- 
trophorese-Gelen gebundenen Substanzen beschrie- 20 
ben. 

So ist es z. B. aus der Anwendungsvorschrift AN 120 
von J. T. Baker (GroB Gerau) oder aus J.G. Guenther, 
Bio Techniques (NovVDec 1984), 320 - 325 bekannt, 
Nukleinsauren mittels Polyacryiamidgelen auf 25 
N,N'-Bis-aciylcystaminbasis (BAC) elektrophoretisch 
aufzutrennen und diejenigen Banden, welche die zu iso- 
lierenden Nukleinsauren en thai ten, aus dem Gel heraus- 
zuschneiden. Die herausgeschnittenen GelstOcke wer- 
den dann mittels ^-Mercaptoethanol verflussigt, wo- 30 
durch die darin enthaltenen Nukleinsauren aus der Gel- 
matrix freigesetzt werden und anschlieBend mit einer 
NATRIX-SPE-Saule (j.T. Baker, GroB-Gerau) isoliert 
werden kdnnen, Dieses Verfahren weist jedoch den 
Nachteil auf, daB die dabei zu verwendenden Trenngel- 35 
systeme nicht frei wahlbar sind und es somit nicht bei 
alien bioiogischen Materialien anwendbar ist Durch 
den Einsatz von Mercaptoethanol ist es besonders auf 
eine groBe Anzahl von Proteinen bzw. von Peptiden 
nicht anwendbar, da Mercaptoethanol CysteinbrQcken 40 
zerstort 

Es ist auch bekannt, Nukleinsauren auf einer nieder 
schmelzenden Agarose aufzutrennen und diese nach er- 
folgter Auftrennung bei 70 a C zu verflOssigen. Dabei 
wird die in der Agarosematrix festgehaltene Nuklein- 
saure freigesetzt und kann mittels einer FIQssigkeit ex- 
trahiert werden. In einem nachfolgenden Schritt werden 
dann die freigesetzten Nukleinsauren aus der Flussig- 
keit mittels einem Sorbens (Glass Milk, NATRIX) iso- 
liert Dieses Verfahren weist jedoch den Nachteil auf, 50 
daB die Agarose bei einer fur biologisches Material rela- 
tiv hohen Temperatur, namlich bei 70°C zur Freiset- 
zung der Nukleinsauren aufgeschmolzen werden muB, 
welches regelmaBig zu einem beachtlichen Aktivitats- 
verlust fuhrt AuBerdem kann eine doppelstrangige 55 
DNA schon bei Temperaturen ab 65° C in ihre Einzel- 
strange aufschmelzen. Desweiteren laBt sich auch bei 
diesem Verfahren das Trenngel-System nicht frei wah- 
len und kann somit nicht an die aufzutrennende Sub- 
stanz angepaBt werden. Desweiteren bleiben bei der 60 
Auftrennung haufig Agarosereste zuruck, welche die 
nachfolgende Aufarbeitung storen (Ostermann LA. 
(1984) "Methods of Protein and Nucleic Acid Research" 
Part 1 , 86 - 89 und 1 36 - 149 (Springer. Berlin)). 

In einem weiteren bekannten Verfahren wird das ab- 65 
getrennte Agarosegelstiick tiefgefroren und die darin 
enthaltene NukleinsSure durch Pressen aus der tiefge- 
frorenen Gelmatrix herausgedrQckt Dieses Verfahren 


45 


weist neben den zuvor beschriebenen Problemen noch 
den Nachteil auf, daB es nicht in grdBerem MaBstab 
anwendbar ist, eine geringe Ausbeute ergibt und eine 
hohe Kontaminationsgefahr mit sich bringt 

Nach einem in Ostermann L-A. (1984) "Methods of 
Protein and Nucleic Acid Research* Part 1, 86-89 und 
136-149 (Springer, Berlin) beschriebenen Verfahren 
wird bei der Auftrennung von Substanzgemischen in 
einer Elektrophorese-Apparatur die Stromzufuhr wah- 
rend der Elektrophorese unterbrochen und es wird un- 
mittelbar vor der zu isolierenden MolekQlbande eine 
Vertiefung in Form eines Troges in das Trenngel ge- 
schnitten und diese mit Puffer aufgefullt AnschlieBend. 
wird erneut der Strom angestelit und durch die Elektro- 
phoresespannung wandert die MolekOlbande in die 
Vertiefung bzw. in den darin enthaltenen Puffer. Durch 
Entnehmen des Puffers konnen die sich darin befindli- 
chen MolekOle isoliert werden. Es ist auch mdglich, an- 
statt einer trogartigen Vertiefung einen Schlitz in das 
Gel zu schneiden und in diesen Schlitz einen Filter oder 
DEAE-Papierstreifen einzulegen. Dabei fangt das Pa- 
pier die Nukleinsauren wahrend der weiteren Elektro- 
phorese ab und diese kdnnen spater mit einem geeigne- 
ten Puffer vom Papier abgelost werden. Dieses Verfah- 
ren weist jedoch den Nachteil auf, daB es nur bei hori- 
zon talen Gelen anwendbar und umstandlich zu handha- 
ben ist Daruberhinaus muB bei diesem Verfahren die 
Elutionszeit auBerst genau beachtet werden, da die Mo- 
lekOle bei der Elektrophorese hinter der trogartigen 
Vertiefung wieder in das fortfQhrende Elektrophorese- 
gel einwandern. Vor allem hat dieses Verfahren jedoch 
den Nachteil, daB die zu isolierenden MolekOle wahrend 
der Elektrophorese sichtbar gemacht werden mussen, 
urn die zu isolierende Bande abzufangen. Dies geschieht 
flblicherweise entweder durch Anfarben, welches die zu 
isolierende Substanz chemisch modifiziert oder durch 
UV-Licht, welches eine Gefahrdung des Experimenta- 
tors und insbesondere bei Nukleinsauren eine UV-Mo- 
difizierung der zu isolierenden Substanz hervorruft 

In Ostermann LA. (1984) "Methods of Protein and 
Nucleic Acid Research" Part 1, 86-89 und 136-149 
(Springer, Berlin) wurde auch schon versucht, die Gel- 
stOcke mit den entsprechende Banden zu zerkleinern 
und diese in einem Elutionspuffer zu suspendieren, der 
gegebenenfalls mehrmals erneuert wird. Bei diesem 
Verfahren werden jedoch nur sehr verdOnnte Losungen 
der zu isolierenden Substanz erhalten, die sich insbeson- 
dere bei RNA und Proteinen nur mittels aufwendigen 
Verfahrensschritten wieder aufkonzentrieren lassen. 
Zudem treten beim Zerkleinern Scherkrafte auf, die 
hochempfindliche Biopolymere zerstdren. 

In J. Biochem Biophys. Meth. 1 4, 245 - 260 ( 1 987) G6- 
bel et aL ist ein Verfahren beschrieben, wonach die zu 
isolierenden MolekOle in einem elektrischen Feld aus 
den GelbruchstOcken durch eine groBporige Membran 
in eine einen Puffer enthaltende Kammer transportiert 
werden und von dort durch eine kletnporige Membran 
an dem Weiterwandern gehindert werden. Dieses Sy- 
stem weist jedoch den Nachteil auf, daB es nur mit ganz 
bestimmten Membranen durchfuhrbar ist und diese 
Membranen je nach Art des zu isolierenden MolekOls 
eine Verringerung der Ausbeute durch eine Membran- 
adsorption hervorrufen. Nach diesem Verfahren ist es 
auch nicht mdglich, kleinere Oligonukleotide oder klei- 
nere Peptide zu isolieren, da diese ohne weiteres die 
hierbei verwendbaren Membranen durchdringen kon- 
nen. 

Es ist schlieBlich auch versucht word en, MolekOle in 
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einer Zone hoher Salzkonzentration abzufangen (Neu- 
hoff V. Ed (1384) "Electrophoresis '84* 154-155 (Ver- 
lag Chemie, Weinheim)). Dabei wird so vorgegangen, 
daB man die MolekQle durch Anlegen eines elektrischen 
FeMes aus dem abgetramten GelstQck herauswandern 5 
und danach in eine Zone von hoher Salzkonzentration 
wandern laBt In dieser Zone wird die Wonderungsge- 
schwindigkeit der zu isolierenden MolekQle sehr stark 
verlangsamt da die kleinen lonen eine Salzfalie ausbtl- 
den und ann&hemd den gesarnten Ladungstransport 10 
Qbernehmen, Dieses Verfahren ist jedoch wegen der 
hohen Salzkonzentration fdr Proteine nieht gut geeig* 
net Darflberhinaus ist es bei der parallelen Isoliening 
verschiedener Gelbanden notwendig. daB die zu isolie- 
renden Substanzen ann&bernd gleiche Molekularge- is 
wichte aufweiseiL Auch ist es nicht mdglich, diese Vor- 
gehensweise auf grdBere Prflparationen anzuwenden. 

Der Erfindung Hegt nun die Aufgabe zugrunde, die 
zuvor beschriebenen Nachteile zu uberwinden und ein 
Verfahren zur elektrisdien Elution von auf einem 20 
Trenngel aufgetrennten elektrisch geladenen Substan- 
zen bereitzustetlen. welches auf einfache Weise und mit 
hoher Ausbeute mh verschiedenerc insbesondere btoto- 
gischen Substanzea vorzugsweise mit Nukleinsauren 
und Proteinen bzw. Peptiden anwendbar ist Dabei sol- 25 
len vorzugswetse Einmalartikel verwendbar sein. urn ei- 
ne Kreuzkontaminetton zu vermeiden und am das Ar- 
beiten mh stark radioaktiven Proben zu erletchtern. 
Darflberhinaus soil ein Verfahren bereitgestellt werden. 
mit dem die aufzutrennenden MolekQle auch in einem 3D 
grdBeren prfiparativen Maflstab isoliert werden k6n- 
nen, wobei unabhiingig von der spfiteren Elution das for 
die Auftrennung jeweils am besten geeignete Trenngel 
eingesetzt werden kann. Unter Trenngel ist dabei jegli- 
ches Material zu verstehen, das sich zur Auftrennung 35 
von Substanzgemischen eignet Oblicherweise wird je- 
doch zum Auftrennen von elektrisch geladenen Teil- 
chen Elektrophoresegel verwendet 

Diese Aufgabe wird geftdst durch ein Verfahren zur 
elektrischen Elution von elektrisch geladenen Subs tan- 40 
zen von einem Trenngel Das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren zeichnet sich nun dadurch aus. dafi man zwischen 
den beiden Eiektroden ein einen Elektro-Elutions-Puf- 
fer enthaltendes Aufnahmcbehfihnis und daran an- 
schlieBend ein Sammelbehaftnis anbringt welches ein 45 
Sorbens fUr die zu ehiterende Substanz enthfllt wobei 
Aufhahme- und Sanmelbehaltnis so angeordnet werden, 
daB sie die etnzige elektrisch leitende Verbindung zwi- 
schen den Eiektroden darstellen. Bei der DurchfQhrung 
des erfindungsgemflBen Verfahren wird nun derart vor- 50 
gegangen, daB man das herausgetrennte Trenngel wel- 
ches vorzugswetse ein Elektrophoresegel ist, mit der zu 
eluierenden Substanz in das Aufnahmebehahnis bringt 
und durch Anlegen eines elektrischen Stromes ein eiek- 
trisches Pekl erzeugt, in welchem die Substanz vom ss 
Trenngel in den Elektro-Elutionspuffer und anschiie- 
Bend in das Sammelbeh&ltnis wandert Durch das im 
Sammelbehfirtnis enthaltene Sorbens wird die Substanz 
gebunden und kann somit nicht mehr im angelegten 
elektrischen Feld weiterwandern. Nach Beendigung deT 60 
Elektro-Elution wird nun die an das Sorbens gebundene 
Substanz mit einem Etutionspuffer wieder da von he run- 
tereluiert Zur AbkQrzung des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens und zur ErhShung der Ausbeute ist es zweck- 
enaBig, nach dem Unterbrechen des elektrischen Strc- 65 
mes den Elektro-Ehitions-Puffer durch das Sammelbe- 
haltnis laufen zu fassen, urn auf diese Weise noch im 
Puffer enthaltene restliche Substanz an das Sorbens zu 


bmden Ebenfalls als zweckmaBig hat es sich erwiesen, 
das Sorbens vor dem Heruntereluieren der zu isolieren- 
den Substanz von nicht gebundenem Material mh einer 
Waschldsung freizuwaschen. 

Die Erfindung betrifft jedoch auch eine Anordnung 
zur DurchfOhrung des erfindungsgemaflen Verfahrens. 
Die erfindungsgemaBe Anordnung enthah Elektroden- 
rSume fQr Kathode und Anode, wobei die Elektroden- 
rlume nur Qber ein BehUtnis zur Aufnahme des zu elu- 
ierenden Ttermgels und ttber ein sich daran anschlieBen- 
dcs Sammelbehaitnis miteinander elektrisch leitend ver- 
bunden sind und wobei das Sammelbehaitnis ein Sor- 
bens enth&lt, in das die zu eluierende Substanz bindet 
Erfindungsgemafi ist dabei das Sammeibehaitrjis auf 
derjenigen Seite des Aufnahrnebeh&ltnisses angebracht, 
zu der die zu isolierende elektrisch geladene Substanz 
im elektrischen Feld w&hrend der Elektro-Elution wan- 
dert 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform ist das Sam- 
melbehaltnis gegenQber dem Aufhahmegefafl und/oder 
gegenOber dem Elektrodenraum mit einem lOsungsmit- 
teldurchlfissigen Filter oder einer Pritte verschlossen. 
Zwecfcm&Bigerweise bestehen die Fritten aus Glas, Por- 
zellan oder einem gegenOber dem verwendeten L6- 
sungsmittel und den darin gelOsten Substanzen inerten 
Kunststoff, vorzugsweise aus Polyethylen. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren und fOr die dazuge- 
hdrige Anordnung hat es sich als zweckmaBig erwiesen; 
als Sorbens Ionenaustauscher zu verwenderL Dabei 
richtet sich die Auswahl des verwendeten Ionenaustau- 
schers nach der zu isolierenden Substanz sowie den pH- 
Werten der Elektro-Elutions- und der Ehitions-Puffer. 
Als besonders geeignet haben sich Ionenaustauscher er- 
wiesea die quaternares Methylamin auf pordsem Glas 
gebunden enthalten, wie sie Z.B. von der Firma JT. Ba- 
ker (GroB-Cerau, Bundesrepublik Deutschland) oder 
von der ICT Handebgesellschaft mbH (Frankfurt) ver- 
trieben werden. Auch Polyethylenimin oder D£A£- 
Gruppen enthaltende Trfigermaterialien haben sich im 
erfindungsgemfiBen Verfahren als gute Sorbenzien er- 
wiesen. Als Trflgermaterial wird dabei ttblfcherweise Si- 
likagel oder Dextran verwendet Die PorengrdBe des 
die lonenaustauschergruppen enthaltenden Tragenna- 
terials richtet sich ebenfalls nach der Art der zu isolie- 
renden Substanz sowie nach dem Puffer und den pH- 
Werten. Oblicherweise betrflgt die PorengrdBe des Trfi- 
germaterials 30 bis 1000 A, vorzugsweise 50 bis 500 A. 
Eriindungsgemafi finden jedoch auch Sorbenzien Ver- 
wendun& welche mit Reversed-Phase-Egenschaften 
versehen sind. Hierbei sind solche Reversed-Phase-Ma- 
terialien bevorzugt deren Umkehrphase Kohlenwas- 
serstoffketten von Ci bis On, insbesondere von G> bis 
Cig enthalt SchlieBlich ist es auch mOglich, im erfin- 
dungsgem&Ben Verfahren Sorbenzien zu verwenden, 
die Affinitatsgruppen fQr die zu isolierende Substanz 
enthahen. Als Affinitats- Liganden oder Eff ektoren fin- 
den insbesondere Antikdrper, Enzyme, welche vorzugs- 
wetse inaktrviert sind sowie Hormone Verwendung. Die 
Herstellung solcher Affmitflts-Sorbenzien ist dem Fach- 
mann bekannt und zusammenfassend in Chemie in uns. 
Zeit 8 (1974), Seiten 17 bis 25 oder in Adv. EnzymoL 46 
(1977)beschrieben. 

ErfindungsgemaB kdnnen auch Sorbenzien aus Mem- 
brane!! als Tragermaterial verwendet werden. die mit 
den zuvorgenannten Ionenaustauscher-. Reversed- Pha- 
se-, Affinitatsgruppen versehen sind. 

ErfindungsgemaB hat es sich als auBerst zweckmaBig 
erwiesen, mittels Druck den Elektro-Elurions-Puffer 
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durch das Sorbens im SammelbehaJtnis zu leiten. Obli- 
cherweise wird daf fir der Gaadruck verwendet, der da- 
durch entsteht, dafl beim Anlegen eines Ehitionsstromes 
eine Elektrolyse des Puffers stattfmdet und sich dabei 
Gase entwickem. Es hat sich nun gezeigt daB es zweck- s 
maflig ist. die Elektrolyse durch den dabei entstehenden 
Gasdruck zu regeln. Dieser entstehende Gasdruck be- 
wirkt namlicfa ein Absenken des Pufferspiegels im Elek- 
trodenraurn, der bei andauernder Elektrolyse sogar so 
weit sinken kann, daB die Elektrode den Kontakt mit io 
dem Puffer verliert wodurch der StromfluB unterbro- 
chen und die elektrische Elution gestoppt wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich im Bc- 
sonderen zur Auf trennung von biokjgischen Substanzen 
wie den Nukleins&uren DNA und RNA und von Prote- is 
inerL Esist jedoch audi ohne.weiteres mdglich, auf diese 
Weise ganze Zefl- oder Viruspartikel zu isoKeren. Im 
erfindungsgemaBen Verfahren ist zwischen dem Elek- 
tro-Elutions-Puffer und dem Ehitions-Puffer zu unter- 
scheiden. Dabei wird unter Elektrc-Elutkms- Puffer der- 20 
jenige Puffer verstanden. der im Aufnahmebehaltnis 
bzw. in einem daran angeschlossenen Vorratsbehaltnis 
enthaiten ist und der als Ladungstriger bei der Elektro- 
Elution, d. Il bei der elektrisch bewirkten Elution der 
Substanz von dem Trenngel, verwendet wird Demge- 25 
genBber wird unter der Bezeichnung Elutions-Puffer 
derjenige Puffer verstanden, der zura Abl5sen und Aus- 
waschen der gebundenen Substanzmolekule aus dem 
Absorbens verwendet wird Als Puffersubstanz wird im 
erfindungsgemaBen Verfahren vorzugsweise 3-Morp- 30 
holino-propansulfonsaure (MOPS), Tris(Hydroxyme- 
thyi>aminomethan (Tris), Tris-Borat (TB) oder auch 
Phosphatpuffer verwendeL Vorzugsweise wird dem 
Puffer ein Mittel wie Tetrabutylammoniumbroxnid 
(TBABr) zugesetzt, das die Bindung von Nukleinsauren 35 
an Reveised-Pbase^berflfichen verbesserL Der gun- 
stigste pH der Pufferlteungen richtet sich nacb der je- 
weils zu isolierenden Substanz und kann vom Fachmann 
durch einfache Versuche bestimmt werden. Oblkher- 
weise betrigt er 5 bis 9 und vorzugsweise 5 bis 40 
Besonders bevorzugt ist ein pH-Bereich zwischen 6 und 
8. Wird als Sorbensmaterial ein Ionenaustauscher oder 
ein Affirutats-Sorbens verwendet. so enthtlt der Elu- 
tionspuffer vorzugsweise zusAtziich Harnstoff und ein 
Salz. Als Salz wird dabei zweckmaBigerweise Natrium- 45 
chlorid und zwar vorzugsweise in einer Konzentration 
von 1,5 M oder grtfier verwendet Wird ab Sorbens ein 
Revereed-Phase-Material emgesetzt, so finden Qblicher- 
weise Elutionspuffer Verwendung, welcfae ein polares 
organisches Ldsungsraittel in wiBriger L&sung enthal- 50 
ten* Als polare organische Ldsungsmittel werden vor- 
zugsweise niedere Alkohole, insbesondere Ci-O-Al- 
kohole oder auch Acetonitril verwendet Von den Alko- 
holen sind wiederum Ethanol Isopropanol und Isobuta- 
nol bevorzugt 55 

Die im E)utk>nspuffer enthahcne isolterte Substanz 
kann nun in Reinfonn durch Gefnertrocknen, gegebe- 
nenfalls nach vorheriger Dialyse, oder durch Auaflilen 
mittels einem Alkohoi oder Aramoniumsulfat in koozen- 
trierter Form gewonnen werden. 60 

Die im erfindungsgemaBen Verfahren bei der elektri- 
schen Elution verwendeten Stromstarken und Spannun- 
gen betragen Qblicherweise 60 bis 200 Volt, vorzugswei- 
se 80 bis 180 und insbesondere 120 bis 150 Volt Die 
angewendete Stromstarke richtet sich im erfindungsge- as 
m&Ben Verfahren nach dem kleinsten Durchmesser der 
Anordnung, den Oberlicherweise die AuslauffULche des 
Sammelbehaltntsses aufweisL Dabei ist die spezifische 


Stromstflrke, bezogen auf den kleinsten Durchmesser 
der Anordnung, zweckmaBigerweise kleiner als 60 mA/ 
cm 2 und Jiegt vorzugsweise unter 20 mA/cm 2 . Beson- 
ders bevorzugt sind Stromstarken von etwa 10 mA/cm 2 . 

Bei der erfindungsgemaBen Vorrichtung weist das 
Sorbens Qblicherweise den gr&Bten spezifischen elektri- 
schen Widerstand auf. Dies fuhrt dazu, daB sich gerade 
dieser Teil der Apparatur starker erwarmt als andere 
Bereiche. Daher ist es zweckmaflig. eine maximale 
Stromstarke zu verwenden, bei welcher sich das Sor- 
bens ntcht zu sehr erwarmt 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn wird daher 
der Elektro-Elutions-Puffer langsam durch das Sorbens 
geleitetp wodurch es diesera die entstandene Warrne 
wieder entzieht Dabei werden das Sorbens und die sich 
darin beftndenden Substanzen abgekQhtt Bei besonders 
empfindKchen Substanzen oder zur Schonung des Sor- 
bens hat es sich als zweckmafiig erwiesen. den Elektro- 
Elutions-Puffer zusatztich zu kuhlen. In diesem Fall ist 
es auch mdglich, das erfindungsgemaBe Verfahren mit 
grdBeren Stromstarken durchzufuhren. Vorzugsweise 
wird der Elektro-Elutions-Puffer mit soich einer Ge- 
schwindigkeit durch das Sorbens geleitet, daB die darin 
befindBche Puffermenge alle 5 Minuten, insbesondere 
alle 2 Mintiten einmal ausgetauscht wird. Die Erfindung 
wild anhand der in den Fig. 1 bis 6 dargestellten bevor- 
zugten AusfQhrungsfonnen naher ertftutert* 

Fig, 1 zeigt eine einfache Vorrichtung zur elektri- 
schen Elution, die aus Qblichen Laborartikeln zusam- 
mengesetzt ist. 

Fig. 2 zeigt eine Vorrichtung zur Elektroelution im 
Parallelbetrieb und fur verschiedene S&ulengraBen. 

Fig. 3 zeigt einen Adapter zum Anpassen verschiede- 
ner SaulengrOBen beim Parallelbetrieb. 

Fig. 4 zeigt eine einzelne Sauie, bestehend aus Sam- 
melbehfiltnis und Aufnahmebehaltnis und 

Fig. 5 zeigt einen Elektrodenraum zum Aufsteckeo 
auf die Trennsaule von Fig. 4. wobei der Elektroden- 
raum zusatzlicb als Vorratsgefafi fur den Elektro-Elu- 
tions-Puffer dient 

Fig. 6 zeigt eine bevorzugte erfindungsgemaBe Vor- 
richtung, bei welcher das entstehende Gasvohimen ver- 
wendet wirdl um den Elektro-Elutions-Puffer durch das 
Sorbens zu drucken. 

In der Fig. 1 ist eine Ausfuhrungsfonn der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung gezeigt, die sich aus einfachen 
Labormaterialien zusammensetzen I&fit In dieser Aus- 
fuhrungsfonn befinden sich die Elektroden 2s.2b \n den 
Elektrodenrftumen 4a. 4^ die gleichzeitig als Vorratsge- 
fafi fur den Elektroehitionspuffer dienen. Die Elektro- 
den 2* 2b sind Qber das Aufnahmebehaltnis 6 und das 
Sammelbehaltnis 8 elektrisch leitesd mheinander ver- 
bunden. Dabei bestehen die Elektrodenrftume 4a 46 aus 
Trichtern 14. welche mit Silikonschiauchen 10, 12 mit 
dem Aufnahmebehaltnis 6 und dem Sammelbehaltnis 8 
verbunden sind Aufnahmebehaltnis 6 und Sammelbe- 
haltnis 8 werden dabei von einer Sflule 16 gebHdet, wo- 
bei das Sammelbehaltnis 8 durch Poiyethyienfritten 18. 
20 begrenzt ist und ein Sorbens 38 enthfilt Die Poiyet- 
hyienfritten 18l 20 weisen Poren von 20 um Durchmes- 
ser auf. Das die zu isolierende Substanz enthaltende 
Trenngel 22 ist im Vorratsbehaltnis 6 enthaiten. 

Eine fur den Parallelbetrieb geeignete Ausfuhrungs- 
fonn der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist in den 
Fig. 2 bis 5 dargesteOt Diese Ausftthrungsform besteht 
aus einem L-fdrmigen Elektrodenkasten 24 der den ei- 
nen Elektrodenraum 4£dar&teUt und der einen am unte- 
ren Ende des Kastens angebrachten» rechtwinklig abste- 
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henden Vorsatz 26 aufweist und der Bohrungen 28 zur 
Aufnahme der Adapter 30 aufweist In dem Adapter 30 
sitzen die S&uten 16 mit dem aufgesteckten Trichter 32, 
der den anderen Elektrodenraum 4a darstellt Der .in 
Fig. 3 dargestellte Adapter 3D ist derart ausgebikiet, dafl 
er mit seinem ftu&eren Durchmesser exakt in die Boh- 
rungen 28» die ggt ein Gewinde aufweisen, des Vorsat- 
zes 26 des Elektrodenkastens 24 von Fig. 2 paBt Der 
Adapter 30 hat eine innere Aufbohrung 34> in welche 
sich die Sftule 16 lOsungsmhteldicht aufstecken oder 
auch aufschrauben l&Bt Zur besseren Abdichtung weist 
der Adapter 30 aufien und innen i&sungsmittelfeste 
O-Ringe 36 auf. 

Bei der in Fig. 4 dargestellten S&ule 16 ist das Sam- 
melbeh&Jtnis 8 vom Aufnahmebehfiltnis 6 durch zwei 
Polyethyienfritten 18, 20 abgetrennt Es enthftlt ein Sor- 
bens38l 

Fig. 5 zeigt einen Trichter 32, der losungsmitteldicht 
auf die Sfiule 16 aufgestecfcft wird und der die Elektrode 
2a enthalt Zum Scbutz des Aufnahmebehdltnisses weist 
der Trichter 32 einen Fitter oder ein Sieb 40 auf. Die 
Erfmdung wird anhand der folgenden Beispiele nfther 
eriautert 

SchlieBlich zeigt Fig. 6 eine erfindungsgemftBe Vor- 
richtung, bei der die elektrolytische Casbikhing dazu 
benutzt wird, den Elektro-Elutioris-Puffer durch das 
Sorbens zu pressen. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung 
weist einen gasdtcbt auf dem Elektrodenraum 4a aufsit- 
zenden Deckel auf. wodurch das bei der Elektrolyse 
gebildete Oas 46 nicht mehr in die umgebende Atmo- 
sphere entweicfaen kann und somit ein Oberdruck im 
Elektrodenraum 4a entsteht, der bewirkt, daB der Elek- 
tro-Elutions-Puffer langsam durch das Samraelbehaltms 
8 mit dem Sorbens 38 gedrQckt wird Auf diese Weise 
wird der Level oder Spiegel der Pufferoberflftche 48 
langsam abgesenkt Entstehi so viel Gas 46> dafl der 
Pufferspiegel 48 unter die Elektrode 2a absinkt, so wird 
der StromfluB und damit auch die elektrische Elution 
gestoppt Auf diese Weise ist es zndglich, durch ein mehr 
oder weniger tiefes Eintauchen der Elektrode 2a in den 
Elektro-Elutions-PufFer bei gleichzeitiger Wahl einer 
bestimmten Stromst&rke die Ehitionsdauer vorher fest- 
zulegen. Das Durcbleken des Elektro-EIutions-Puff ers 
durch das Sammelbeh&ltnis 8 mit dem Sorbens 38 wih- 
rend der Elektrolyse, wie dies mit der in Fig. 6 darge- 
steilten Vorrichtung mdglich ist hat den Vorteil, daB 
lokal auftretende pH-Anderungen im Sorbens, wie sie 
bei der Bindung geladener Molekflle an Ionen&ustau- 
scher auftreten, reduziert werden, was wtederum je 
nach Art des Ionenaustauschers zu einer Erhohung der 
BindungskapaziUU fflhren kann. Darttberhinaus fQhrt 
das Durchlehen des Puffers zu einer KQhlung des Sor- 
bens, welches sich. da es den groBten spezifiscben elek- 
trischen Widerstand hat. in der erfindungsgemlBen 
Vorrichtung Cblicherweise am stflrksten erwtrmL Die 
hierbei auftretende KQhlung ermdgticht die Durchfflh- 
rung des erfindungsgemftBen Verfahrens auch mit gro- 
Beren Stromstftrken. SchlieBlich ermOgficht der Ver- 
schluB eines Elektrodenraumes auch Anordnungen, bei. 
denen die Pufferstande der beiden Hektrodenrftume in- 
nerhalb weiter Grenzen variiert werden kdnnen. Zudem 
gelangen auch die geladenen MolekQte nach dem Aus- 
tria aus dem zu eluierenden Gel durch den Flufi des 
Puffers schneller in das Sorbens 38i 

Beispiel 1 

Mittels der in Fig. 2 dargestellten erfindungsgemfiBen 


8 

Vorrichtung wurden Versuche zur Eiektro-Elution von 
RNA durchgefOhrt Dabei wurden Gemische aus dop- 
pelstr&ngiger und einzelstr&ngiger RNA mit 220 bis 80 
Basen bzw. Basenpaaren auf einem Elektrophoresegel 
5 aufgetrennt, die jeweihgen Banden aus dem Elektropho- 
resegel herausgeschnitten und mit dem erfindungsge- 
m&Ben Verfahren elektrisch eluiert Dabei wurde pro 
S&ule jeweils 100 mg Absorbens verwendei Das Volu- 
men der S&ule betrug 1,5 ml und der Durchmesser des 
io Auslaufes 5 mm, Die Stromstarke w&hrend der Elektro- 
Elution betrug 2 mA pro S&ule, welches einem spezifi- 
schen StromfluB von 10 mA/cm 2 pro Auslauffllche ent- 
spricht Vor der Elution wurden alle Stulen mit 5 ml 
Elektroelutionspuffer equilibriert Die verwendete' 
15 RNA wurde mit 3H-GMP markiert und die Konzentra- 
tionen mit einem Szintillationszflhler (Packard TriCarb 
CA1900) bestimmt. Als Sorbens wurden im einzelnen 
die folgenden Materiahen verwendet: 

20 QMA: SEP-PAK, quatern&res Methvlamin auf porosero 
Glas mit einer PorengrdBe von 500 A (SEP-PAK Accell 
QMA, Waters Millipore GmbH, Eschborn}. 
SAX: quatern&res Methylamin, bebunden auf einem po- 
rosen Glas mit einer PorengrdBe von 60 A (BOND 

2s ELUT SAX, ICT Handelsgesellschaft mbH. Frankfurt). 
N + : quaternfires Methylamin ebenfaUs auf pordsem 
Glas (Baker SPE TrennsSule N + , J- T. Baker, GroB-Ge- 
rau). 

PEI: Polyethylenimin auf einem weitportgen Silikagei 
30 mit einer PorengrdBe von 275 A aufgebracht (Baker 
SPE Trennsftule WP PEI, J. T. Baker, GroB-Gerau). 
Quiagen: ein Anioncnaustauscher auf Silikagel, wie er 
von der Flrme Diagen, Dusseldorf, vertrieben wird. 
NATRDC: eine Sihkamatrix mit Reversed-Phase- Eigen- 
35 schaften (J, T. Baker, GroB-Gerau). 

C2: eine mit einer C2-Kohlenstoffkette beladene Rever- 
sed-Phase-Matrix (BOND ELUT C2, ICT Handelsge- 
sellschaft mbH, Frankfurt). 

CIS: eta mit einer CtB-Kohlenwasseratoffkette beladen- 
40 es Reversed-Phase-Material (SEP-PAK CI 8, Waters 
Millipore GmbH. Eschborn). 

Zur Bestimmung der Ausbeute wurde die Radio akti- 
vitftt der eingesetzten RNA-Menge vor und nach der 

49 Elektro-Ehition gemessen. Die in einem Elektrophore- 
segel aufgetrennte RNA wurde in der erfmdungsgemfl- 
Ben Vorrichtung mit einem Elektro-Elutions-Puffer, be- 
stehend aus 50 mM MOPS-Na mit einem pH von 7,0 
vom Elektrophoresegel Ober einen Zeitraum von 15 bis 

so 60 mm eluiert AnschlieBend l&Bt man den sich noch hn 
Aufnahmebeh&ltnis beHndenden Eiektro-EIutions-Puf- 
fer durch das Sorbens laufen und spQlt mit 3 x 1 ml de- 
stilliertem Wasser nach. AnschlieBend wird die auf dem 
Sorbens festgehaltene RNA mit einem Elutionspuffer, 

55 bestehend aus 50 mM MOPS - Na, pH 7 A 2 M Harn- 
stoff, 1 M Nad und 15% (V/V) Ethanol in Wasser abge- 
waschen. Die Ausbeute betrug dabei je nach verwende- 
tera Sorbens bei QUIAGEN 98%, bei QMA 67%, bei 
N + 84% und bei SAX 78%. 

60 

Beispiel 2 

Beispiel 1 wurde unter Verwendung eines Reversed- 
Phase-Sorbens wiederfaolL Dabei wurde als Elektro- 
65 Ehitions- Puffer eine wftBrige Losung mit 50 mM 
MOPS > Na, pH 7,0 und 2J5 mM TBABr und als Elu- 
tionspuffer Acetonitril/Wasser 1 : 1 (V/V) verwendet 
Dabei wurden folgende Ausbeuten erhalten: C2— 36%; 
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C 18« 16% und NATR1X«=98%. 

Beispiel 3 

Es wurde Beispiel 1 unter Verwendung von Polyethy- 
lenimin als Sorbens wiedcrholt Als Elektro-Elutiona- 
Puffer wurde dabci 50 raM Tris-Borat (TB) mit einem 
pH von 83 und als Elutionspuffer 50 mM TB, pH 83 mh 
2 M Harastoff und 1 M Nad in 15** (V/V) Ethanol 
verwendet Die Ausbeute betrug dabei 100%. 

Beispiel4 

Beispiel 1 wurde mit 50 mM TB, pH 83 und 23 mM 
TBABr als Elektro-EIutions-Puffer und mit 50 mM TB, 
pH 83, 2 M Hamstoff, 1 M Nad in 15%iger Ethanol 
(V/V) wiederholt Dabei betrug die Ausbeute je nach 
verwendetem Sorbens bei QUIAGEN 98%, bei QMA 
62%, bei SAX 77% und bei PEI 52%. 


Beispiel5 
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Beispiel 9 
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HandelsubKcbes Rinderserumalbumin wird in Wasser 
gelost und die Konzentration durch die Absorption be! 
280 nm in einem Perkin-Elmer lambda 17 Spektrdnieter 
besttmmt Das Rindersenimalbumin wird auf ein Elek- 
trophoresegel aufgetragen und nach erfolgter Elektro- 
phorese die Bande vom Gel ausgeschnitten und elek- 
trisch ehiiert 

a) Bei der Verwendung von 50 mM Tris • Cl, pH 
73 als Elektroelutionspuffer und von 50 mM 
Tris x Cl, pH 73 und 1 mM Nad als Elutionspuffer 
wird dabei mit QMA als Sorbens eine Ausbeuter 
von 75% und mit PEI von 44% erhalten. 

b) Wird als Sorbens ein Reversed-Phase-Material 
und 50 mM Tris - Cl, pH 73 als Elektro-Elutions- 
Puffer und Acetonitril/Wasser 1 : 1 (V/V) als Elu- 
tionspuffer verwendet, so betr&gt die Ausbeute bei 
C18 als Sorbens 100%. 


Beispiel 1 wurde mit einem Elektro-Elutioiis-Puffer 
wiederholt der 50 mM TB, pH 83, 23 mM TBABr ent- 
hielt und mit einem Elutionspuffer aus Acetonitril/Was- 2s 
ser 1 : 1 (V/V) wiederholt Bei der Verwendung von C18 
als Sorbens betrug die Ausbeute 51% und bei NATRDC 
98%. 

Beispiel 6 30 

Wie im Beispiel I beschrieben, wurde das erfindungs- 
gem&Be Verfahren mit einer doppeSstr&ngig linearisier- 
ten (mit Apal) 2964 Basenpaaren enthaltenden Plasmid- 
DNA (Piasmid BlueKS+, Stratagene) durchgefOhrt 35 
Mit 50 mM TB. pH 83 und 23 mM TBABr als Elutions- 
puffer und mit 13 M Nad, 50 mM MOPS, pH 73 in 
50% (V/V) Ethanol wurde mit QUIAGEN als Sorbens 
eine Ausbeute von 72% und mit PEI eine Ausbeute von 
18% erhalten. 40 

Beispiel 7 

Die Wiederhohing von Beispid 6 mit einem Reverse- 
Phase-Sorb ens und einem Elektro-Eiutions-Puffer, der 
50 mM TB, pH 83 und 23 mM TBABr enthalt und Ace- 
tonitril/Wasser 1 : 1 (V/V) als Elutionspuffer ergibt mit 
NATRDC eine Ausbeute von 48% und mit Cl 8 von 42%. 

Beispiel 8 

Das 5793 Basenpaare grofle doppelstrfingige Piasmid 
pQp\ wird mit BamHI und Dral enzymatisch geschnit- 
ten. Auf diese Weise wird ein Gemisch von DNA-Re- 
sttiktionsfragmenten mit 1869, 1 171, 1030, 692, 527, 532, 
53 und 19 Basenpaaren erhalten. Dieses Gemisch wird 
elektrophoretisch aufgetrennt und die einzelnen Band- 
ea wie im Beispiel 1 beschrieben, elektrisch euliert 

a) Untcr Verwendung der PufferlOsung von Bei- 60 
spiel 6 wird dabei mit QUIAGEN als Sorbens erne 
Ausbeute von 100% und mit PEI von 29% erhalten. 

b) Untcr Verwendung der Elutionspuffer von Bei- 
spiel 7 wird mit NATRIX als Sorbens eine Ausbeu- 
te von 53% und mit Cl 8 von 36% erhalten. 65 
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Patentanspruche 

1. Anordnung zur elektrischen Elution von auf 
Trenngelen (22) gebundenen, elektrisch geladenen 
Substanzen, umfassend rnindestens jeweils einen 
Elektrodenraum (4a, 4b) fur Kathode und Anode, 
dadurch gekennzeichnet daB die Eiektrodenr&u- 
me (4a; 4b) als einzige elektrisch lehende Verbin- 
dung Qber ein Aufnahme-Beh&ltnis (6) fOr das zu 
eluierende Trenngel (22) und Qber ein sich daran 
anschliefiendes Sammelbeh&ltnis (8) miteinander 
verbunden sind und wobei das Sammelbehfiltnis (8) 
ein Sorbens (38) enthalt an das die zu eluierende 
Substanz bindet 

2. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB sie als Sorbens (38) einen Ionenaus- 
tauscherenthah. 

3. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet daB das Sorbens (38) DEAE-Grup- 
penenthfilt 

4* Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB es als Sorbens (38) ein Reversed Pha- 
se-Material enthalt. 

5. Anordnung nach einem der vorhergehenden An- 
sprQche, dadurch gekennzeichnet daB das Sammel- 
behfiltnis (8) vom Aufrtahmebeh&ltnis (6) und/oder 
vom Elektrodenraum durch Filter und/oder Fritten 
(18, 20) abgetrennt ist 

6. Anordnung nach einem der vorhergehenden An- 
sprttche, dadurch gekennzeichnet daB der an das 
Aufnahmebehflltnts 6 angrenzende Elektroden- 
raum (4a) gasdicht verschiossen ist und der andere 
Elektrodenraum (46) GausaustrittsdfFnungen auf- 
weist 

7. Anordnung nach einem der vorhergehenden An- 
sprOche, dadurch gekennzeichnet daB die Elektro- 
denrtume (4* 4o) Qber mehrere parallel geschalte- 
te Aufnahroe- (6) und Sammelbehaltnisse (8) elek- 
trisch leitend miteinander verbunden sind. 

8. Verfahren zur elektrischen Elution von elektrisch 
geladenen Substanzen von einem Trenngel (22), da- 
durch gekennzeichnet daB man 

— das die Substanz enthaltende Trenngel (22) 
in ein zwiscnen zwei Elektroden (2a; 2b) ange- 
bracbtes, einen Elektro-Elutions-Puffer enthal- 
tendes Aufhahmebeh&ltnis (6) bringt und 

— durch Anlegen eines elektrischen Feldes die 
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Substanz von dem Trenngel (22) heraus in den 
Elektro-Elutiona-Puffer und von dort 

- in ein Sammelbehaltnis (8) wandern laBt 
welches ein Sorbcos (38) enthalt 

- die Substanz an das Sorbens (38) bindet und 
anscblieBend 

- die vom Sorbens (38) gebundene Substanz 
mit einem Ehitionspuffer wiedcr eluiert 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet daB man vor der Elution der gebundenen 
Substanz mit dem Elutionspuffer das Sorbens (38) 
mit einem Waschpuffer von okbt gebundenem Ma- 
teria) f reiwascht 

10. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet daB man den Elektro-EIu* 
tions- Puffer zumindest teilweise mittels Druck 
durch das Sorbens leitet 

1 1. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 10. 
dadurch gekennzeichnet, daB man den bei der elek- 
trischen Elation durch Elektrolyse entstebenden 
Gasdruck verwendet urn den Elektro-Ehitions- 
Puffer zumindest teilweise durch das Sorbens (38) 
zu leiten. 

12. Verfahren nach Anspruch 11. dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die elektrische Elution durch Erzeu- 
gung einer bestimmten Gasmenge im Elektroden- 
raum (4a) den PufferspiegeJ so weit senkt, daB die- 
ser den Kontakfc mit der Elektrode (2a) verliert und 
auf diesc Weise die elektrische Elution gestoppt 
wird 

13. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB man vor der Elution der Sub- 
stanz vom Sorbens (38) den gesamten Elektro-Elu- 
tions- Puffer durch das Sorbens (38) leitet 

14. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB man das Sorbens (38) 
mittels Durchleiten des Elektro-Elutions-Puffers 
durch das Sammelbehaltnis (8) kQhlt 

15. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB man aJs elektrisch ge- 
ladene Substanz biotegische MolekQle verwendet 

16. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB man als elektrisch ge- 
ladene Substanzen DNA, RNA, Proteine oder Pep- 
tide verwendet 

17. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet dafi man einen Elektro- 
Elutions-Puffer mit einem pH von 5 bis 9 verwen- 
det 

18. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet daB man einen Elektro* 
Elutions-Puffer mit einem pH von 6 bis 8,0 verwen- 
det 

19. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet daB man als Elutionspuf- 
fer MOPS und/oder Tris-Borat verwendet 
2a Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB man einen Elutkms- 
puffer verwendet der Harnstoff enthalt 

21. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 20, eo 
dadurch gekennzeichnet, daB man einen Elutions- 
puffer verwendet der NaCI enthalt 

22. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daB man das Verfahren 
mit einer Stromstarke von hdchstens 50 mAJcm 2 , as 
bezogen auf die Auslaufflache (42) des Sammelbe- 
haltnisses (8\ durchf Qhrt 

23. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 22, 
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dadurch gekennzeichnet daB die Stromstarke 
hdchstens 10 mA/cm 2 , bezogen auf die Auslauffla- 
che (42) des Sammelbehaltnisses (8) betrigt 
24. Verfahren nach einem der AnsprQche $ bis 23, 
dadurch gekennzeichnet dafi als Trenngel ein Elek- 
trophoresegel verwendet wird 
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